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This study was conducted in the Cukurova region to determine the prevalence
of Citrus psorosis virus (CPsV), a citrus disease agent in orange, mandarin, and
grapefruit orchards. Biological and molecular characterization of collected plant
samples were also carried out and the differences between the CPsV isolates
were separated by analyzing nucleotide sequences. For the identification and
characterization of CPsV, isolates were collected from 50 different citrus trees
showing severe barking lesions, vein banding, and oak leaf pattern symptoms
on young leaves, old leaves symptoms. The leaf samples were tested by RT-PCR
analysis using different primer pairs to identify the coat protein region of CPSV.
For the biological indexing studies, CPsV was inoculated to Pineapple orange
(Citrus sinensis) plants grown from the seed. Vein banding symptoms and shock
reactions of CPsV were observed in the first growth flushes of infected indicator
plants during biological indexing assays. As a result of Blast analysis, CPsV in the
NCBI GenBank had 98% similarity to nucleotide sequences with corresponding
regions of the reference genomes.

GIRIS

Turunggil tiretimi tilkemizde en 6nemli tarim kollarindan
bir tanesidir. Ulkemiz yaklasik 125 bin hektar alanda yapilan
4.6 milyon ton iiretim ile diinya turuncgil iiretiminde 6nemli
bir yere sahiptir. Bununla birlikte Tiirkiyedeki toplam
tretimin %70’i Cukurova Bolgesinden saglanmaktadir
(TUIK 2017). Diinyada viriis ve viriis benzeri hastaliklar,
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turunggil tarimi tizerinde pek ¢ok olumsuz etkiye sahip
olup, ekonomik anlamda turunggil tiretimini smirlayan en
6nemli faktorlerdendir (Roistacher 1991). Turunggil viriis
hastaliklarindan bir tanesi de Turunggil psorosis viriisii
(CPsV)'nin neden oldugu Turunggil kavlama hastaligidir.

Etmen Ophiovirus cinsi iginde ss-RNA viriisit olup 3 bolmeli
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bir genoma sahiptir (Vaira et al. 2004). CPsV’ye ait partikiiller
ilk kez Derrick et al. (1993) tarafindan tanimlanmig ve
partikiillerin olduk¢a kivrimly, ipliksi yapida ve iki farkli
bigimde olugabilen ayirt edilebilir helezonik iplik¢iklerden
olustugu bildirilmistir. CPsV virionlar zarfsizdir ve 3-4 nm
capindaki dairesel iplik¢ikler halinde oldugu bildirilmistir
(Garcia et al. 1991). Bunlar ti¢ adet tek sarmal, negatif
yapida RNA, RNA polimeraz enzimi ve yaklagik 48 kDa
biyiikligiindeki kilif proteininden (KP)
(Derrick et al. 1988, Garcia et al. 1991). RNA1; 8184 niikleotit

icerir ve komplementer ipligi (vcRNA) gorevi heniiz

olugmaktadir

bilinmeyen 24 kDa biiyiikligiinde bir proteini kodlayan
iki adet agik okuma cergevesi (Open reading frame; ORF)
icerir. RNA2; yaklasik 1644 niikleotit uzunlugundadir ve
54 kDa biiyiikligiinde gorevi hentiz bilinmeyen bir proteini
kodlamaktadir. RNA3 ise; 1377 niikleotit uzunlugunda olup,
kilif proteinini (KP) kodlar (Barthe et al. 1998, Sanchez de la
Torre et al. 1998).Turunggil kavlama hastalig1 Asya, Giiney
Amerika ve Akdeniz tilkeleri de dahil olmak tizere turunggil
yetistirilen tlkelerde ekonomik kayiplara yol agan yaygin
bir turunggil viriis hastaligidir (Roistacher 1993). Turunggil
kavlama hastalig1 etmeninin (CPsV) iki farkli irki oldugu
tanimlanmustir. Bunlardan birincisi hastaligin en ¢ok goriilen
ve kabuk kavlamasinin yalnizca gévde ve ana dallarda ortaya
¢ikan 1rki olan Psorosis A (PsA), ikincisi ise hastaligin daha
siddetli irki olan ve kabuk kavlamalarinin ince dallara
kadar hizli bir sekilde genislemis Psorosis B (PsB) oldugu
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Fawcett and Klotz
1938, Fawcett and Bitancourt 1943). Turunggil kavlama
hastaliginin turuncgil agaclarinda olusturdugu geng yaprak
simptomlar1 gegici olup yapraklar olgunlagmaya bagladiktan
sonra kaybolmaktadir. Fakat hastaligin siddetli formu olan
PsB varyantinda enfekteli agaglarin olgun yapraklarinda
kalic1 simptomlar olugturmaktadir. Geng yapraklarda olusan
damar bantlagmas: seklindeki simptomlar birleserek olgun
yapraklarda kalict klorotik lekeler meydana getirmekte,
bazen de olgun yapraklarda mese yaprag: desenini koruyacak
sekilde yar1 seffaf alanlar ortaya ¢ikmaktadir (Timmer et
al. 1980, Wallace 1968). Kaliforniyada 6.000 agagta yapilan
survey sonucunda agaglarin %14niin CPsV ile bulagik
oldugu hastaligin tirtinde meydana getirdigi azalma sonucu
%6.5 oraninda bir gelir kaybi olusturdugu tespit edilmistir
(Knorr and Childs 1968). CPsV’nin biyolojik olarak
tanimlanmasinda en uygun indikator bitkilerin Pineapple,
Parson Brown, Hamlin, Koethen ve Madam Vinous
portakal cesitleri oldugu ancak diger turuncgil ¢esitlerinin
de CPsV’nin gen¢ yaprak simptomlarini gelistirebildigi
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Wallace 1968).
CPsV’nin PsA ve PsB varyantlariin genomik dizilimlerinin

farkliliklarini belirlemek i¢in yapilan bir ¢aliymada biyolojik
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karakterizasyonu gergeklestirilmis P121 ve PsF izolatlar1
kullanilarak Pineapple portakal fidanlari izerine simptomsuz
ve kabuk kavlama simptomlu olarak inokulasyonlar1
gerceklestirilmistir. Inokulasyonu gerceklestirilen bitkilere
yapilan SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)
analizleri sonucunda PsA ve PsB varyantlarinin RNAI1 ve
RNA3 bolgelerinde hicbir farklihk gozlenmez iken SSCP
analizi sonucunda RNA2 boélgelerinde farkhilik oldugu
gozlemlenmis ve PsB varyantinin CPsV’nin RNA2 dizilimi
ile iligkili oldugu belirlenmistir (Velazquez et al. 2012).
Tirkiyede CPsV’nin varlig ilk kez 1963 yilinda Norman
tarafindan Dogu Akdeniz Bolgesinde belirlenmistir
(Norman 1963). Kayim (2010), CPsV’nin biyolojik ve
molekiiler tanilanmasini  gergeklestirmek i¢in  Dogu
Akdeniz Bolgesinde yaptig1 bir ¢aligmada CPsV nin geng
yaprak simptomlarmin varligini indikator bitkiler {izerinde
gozlemlemis ve RT-PCR yontemi ile tanilamis ancak
niikleotid dizilimlerini belirlememistir. Antalya ili turunggil
tiretim alanlarinda yapilan bir ¢alismada yapilan siirveylerde
belirlenen 51 siipheli agagtan alinan yaprak ve siirgiin
ornekleri CPsV ile infekteli olup olmadigini belirlemek
amaciyla Oncelikle DTBIA ve ELISA yontemiyle test
edilmistir. Yapilan testlemelerde 6 6rnegin CPsV ile enfekteli
oldugu saptanmustir ve 6rneklerin total RNA izolasyonu
yapildiktan sonra, CPsV’nin KP geni RT-PCR yo6ntemi
kullanilarak ve sekans analizleri sonucunda belirlenmistir
(Kiititk 2011). Ulkemizde Psorosis hastalig ile ilgili bircok
¢aligma yiirtittilmiis fakat hastaligin varyantlarinin genomik
farkliliklar: ile ilgili higbir ¢alisma yirttilmemistir. Bu
calisma Cukurova Bolgesinde hastaligin farkli varyantlarinin
yayginlik durumunun belirlenmesi ve ayni zamanda bu
izolatlarin genomik farkliliklarnin belirlenmesi amaciyla

yuritalmistiir.

MATERYAL VE METOT
Siirvey ¢alismalar

Calisma Cukurova Bolgesi Adana, Mersin ve Hatay illerindeki
10 dekardan ve 10 yasindan biiyiikk portakal, mandarin ve
altintop bahgelerinde gergeklestirilmistir. Siirvey ¢aligmalar1
bitkilerin aktif siirglin déneminde oldugu ilkbahar ve
sonbahar dénemlerinde yapilmistir. CPsV’nin yaygimliginin
belirlenmesinde hastaligin karakteristik simptomlarindan
olan geng yaprak simptomlari ve kabuk kavlamasi gosteren
agaglar degerlendirilerek hastaligin yayginlik durumu

belirlenmistir.
Biyolojik indeksleme ¢alismalar:

Caliymada kullanilan  turunggil 6rnekleri, Cukurova

Bolgesindeki eski turunggil bahgelerinden CPsV ile bulagik

oldugu tahmin edilen geng yapraklarda damar bantlagmasi
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ve mese yaprag1 deseni simptomlari, kabuk kavlama, siddetli
kabuk kavlama, yasli yaprak simptomlar1 gosteren agaglardan
alinmis ve 6rnekleme her bir agacin farkli yonlerinden tiger
adet siirgiin olacak sekilde gergeklestirilmistir. Calismada
kullanilmig olan indikator bitkiler Pineapple portakal
tohumlarindan yetistirilmistir. Fidanlarin gévde kalinlig:
kalem boyutuna ulastiginda goz ve kabuk agilamas: olarak
inokulasyonlar yapilmistir. Cukurova Bolgesinden toplam
5 adet izolat toplanmis ve her bir izolat icin 3er adet
indikator bitki kullanilarak biyolojik indeksleme ¢aligmasi
gerceklestirilmistir. Indikator bitkiler haftalik olarak yaprak
simptomlar1 ve sok reaksiyonlar1 agisindan gézlemlenmistir.
Bitkiler 2 ay sonra geriye dogru budanmis ve yeni siirgiinlerin
gelismesi saglanarak hastalik belirtileri gozlemlenmeye
calisilmistir. Biyolojik indeksleme ¢aligmalarinda etmenin
bulasik oldugu fidanlarda olusan geng ve olgun yaprak

simptomlar1 baz alinarak degerlendirilmistir.
RT-PCR ¢alismalari

CPsV’nin molekiiler olarak tanilanmasinin ilk agamasinda
araziden sadece gen¢ vyaprak simptomu,yash yaprak
simptomu, gen¢ yaprak simptomu ve kabuk kavlama
simptomunu birarada gosteren farkli turunggil tiirlerinden
(mandarin, portakal, altintop) toplanan 50 farkli izolat
CTAB  (Cetyltrimethylammonium  bromide)
cozeltisi kullanilarak total niikleik asitler (TNA) elde
edilmisgtir (Murray and Thompson 1980). Elde edilen
TNAlardan komplementer DNA (cDNA) sentezi ve PCR
¢aligmalar1 yapilmistir. PCR ¢aligmalari farkli primer giftleri
kullanarak klasik PCR (Barthe et al. 1998) ve Nested-PCR
(Kiuitiik 2011) olarak iki farkl: sekilde gerceklestirilmistir. RT-
PCR ¢aligmalarinda kullanilan primer ciftleri Cizelge 1de
belirtilmektedir.

tampon

Elektroforez calismalar:

Elektroforez ¢alismalart1 %1.5 agaroz jel kullanilarak
gerceklestirilmistir. Boyama islemi etidyum bromiir ¢ozeltisi
ile yapilmis ve jeller UV transilluminator kullanilarak

goriintiilenmistir.
Sekans analizi ve verilerin karsilastirilmast

PCR ve agaroz jel elektroforez galigmalar1 sonucunda pozitif
bulunan 6rnekler, ayni kosullarda RT-PCR uygulanarak
200 pl hacminde ¢ogaltilmistir. Cogaltilan tiim ornekler
saflagtirma ve niikleotid dizilimlerinin belirlenmesi amaciyla
Molgentek (Adana) firmasma gonderilmistir. Firmanin
nitkleotid  dizilimleri belirleme ¢alismalari, gonderilen
etmenlerin “forward” ve “reverse” primerlerine gore iki ayr
sekilde gerceklestirilmistir. Sekanslama islemi tamamlanan
tim Orneklerin baz dizilimleri “Finch TV” 1.4.0”(Geospiza,
Inc.,) programi kullanilarak goriintiilenip, mevcut baz
dizilimleri NCBI (National Center for Biotechnology
Information) veri tabaninda “BLAST” yontemiyle kayitl
bazi organizmalar ile karsilastirilmistir. Filogenetik analiz
¢alismalarinda da DNA dizileri “Mega X” (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis, Proprietary freeware)
programi kullanilarak “Neighbour Joining” metodu ile

siniflandirilmstir.

SONUCLAR VE TARTISMA

CPsV  hastaligmin  siirvey  ¢alismalar: ile  yaygmhigimmn

belirlenmesi

Gukurova Bolgesinde bitkilerin aktif siirgin déneminde
oldugu ilkbahar ve sonbaharda yapilan siirveylerde CPsV’nin
karakteristik gen¢ yaprak simptomlarindan olan damar
bantlagmasi ve mese yapragi deseni simptomlarini gésteren

ve kabuk kavlamasi simptomu gosteren agaglar hastalikla

Cizelge 1. Psorosis viriisiiniin RT-PCR ¢alismalarinda kullanilan primer ciftleri

Gogaltilan PCR yontemi
Primerler Sekans Dizilimi (5’-3") Bolge

(bp)
BC76 ATGTCGATCCWATYAAGTSTCAC 1320 bp

Nested-PCR
BC77 TTACATAGTYGMWGCYACCCCAAAG 1320 bp (Kutiik 2011)
BC78 TGCTCCAACAAAGAAATTCCC 350 bp
BC79 TTCTGCCATCTGGAGTGAGGC 350 bp
CPV-1 GCTTCCTGGAAAAGCTGATG 600 bp Klasik-PCR
(Barthe et al. 1998)

CPV-2 TCTGTTTTTGTCAACACACTCC 600 bp
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Sekil 1. Siirvey ¢alismalarinda portakal agacinda

gozlemlenen a) damar bantlagmasi simptomu, b) mese

yapragi goriintiisii simptomu c) kabuk kavlama simptomu

bulagik olarak kabul edilmistir (Sekil 1).

Fawcett (1933) yaptigi bir calismada CPsV’nin kabuk
kavlama simptomlarinin yaninda geng yaprak simptomlarini
da tanimlamigtir. Yapilan bu c¢aliymada da incelenen
agaclarmm CPsV ile bulasik oldugunun belirlenmesinde
hastaligin  karakteristik simptomlar1 olan gen¢ yaprak
simptomlar1 ve kabuk kavlama simptomlar1 baz alinarak
degerlendirmeler yapilmistir. Yapilan arazi ¢aligmalar:
sonucunda Cukurova Bolgesinde toplamda 11.150 aga¢
incelenmis incelenen agaglarin %33 oraninda CPsV ile

bulagik oldugu belirlenmistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. CPsV ile bulagik oldugu belirlenen agaglarin %

dagilimlar
Toplam
Ii Portakal Mandarin Altintop Enfeksiyon
(%)
Adana 30 25 10 25
Mersin 50 30 20 36.5
Hatay 35 40 14 37.5
Toplam
Enfeksiyon ~ 38.3 31.3 13.04 33

%

Yapilmis olan bu ¢alismada Cukurova Bolgesinde incelenen
4.100 tane portakal agacinin %38.3’niin, 5.800 mandarin
agacinin %31.3’niin, 1.250 tane portakal agacinin %13.04'niin
CPsV hastalig ile bulagik oldugu hastaligin en ¢ok portakal
tiriinde gorildigi bunu sirasiyla mandarin ve altintop
tiirlerinin izledigi belirlenmistir. Giillii (1989) tarafindan
Dogu Akdeniz Bolgesinde yapilan bir siirveyde ise Navel
cinsi portakallarda %64-80, Satsuma cinsi mandarinlerde
%15.8-31 oraninda CPsV ile bulasik oldugu tespit edilmistir.
Aragtirict yapmis oldugu ¢alismada bolgede aktif stirgiin
doneminde geng yaprak simptomlarinin olduk¢a yogun
oldugunu, ancak olgun yaprak simptomlarinin daha az
gozlendigini o6zellikle siddetli kabuk kavlamasi gozlenen

agaclarda gortldugint bildirmistir. Yapilan bu ¢alismada
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da benzer sonuglar elde edilmistir. Aktif siirgiin déoneminde
geng yaprak simptomlar1 olduk¢a yogun olmakla birlikte
bu simptomlar yapraklar olgunlastiginda kaybolmaktadir.
Kavlama hastalig1 ile bulagik bahgelerde damar bantlagmasi
ve mese yapragl deseni simptomlar1 olduk¢a yogun olarak
bulunmakta olup ayni hastaligin simptomlarindan olan
beneklenmeler ve klorotik lekeler daha az goriilmektedir.
Ayrica psorosis hastaliginin kabuk kavlama simptomu yash
bahgelerde goriilmekle birlikte bu simptomlar geng yaprak

simptomlarina oranla daha azdir.
CPsV hastaligimin biyolojik indeksleme yontemi ile tanilanmasi

Pineapple portakalina doku inokulasyonu yontemi ile
aktarilan CPsV hastaliginin yaklagik iki ay gibi bir siire
sonunda portakal fidanlarinin ug siirglinlerinde hastaligin
karakteristik 6zelligi olan sok reaksiyonlar1 gozlenmistir.
Ayrica geng yapraklarda damarlar tizerinde agik renkli damar
bantlagmasi ve mese yapragi goriintiisii gozlemlenmistir.
Yash vyapraklarda ise yapragin st kisminda diizensiz
klorotik lekeler ve arka kisminda kahverengi kalic1 zamkl
lekelerin varligi belirlenmistir (Sekil 2). Geng yapraklar
tizerinde gelisen simptomlarin biyitkk boliimii yapraklar
olgunlastiginda kaybolmuslardir. Negatif kontrol olarak
birakilan saglikli Pineapple fidanlarinda CPsV’nin geng

yaprak simptomlarina rastlanmamuistir.

Sekil 2. Psorosis viriisiiniin Pineapple portakal ¢esidinde
biyolojik indeksleme ¢aligmalari sonucunda gozlemlenen
a) sok reaksiyonu, b) gen¢ yapraklarda damar bantlagmasi
simptomu, ¢) geng yapraklarda mese yapragi deseni
simptomu, d) yasl yapraklarda klorotik lekeler, ) yash
yapraklarin arka kisminda zamkl kabarciklar

Kaymm (2010) tarafindan Dogu Akdeniz Bolgesinde
CPsV'nin biyolojik indeksleme yontemiyle tanilanmasini

gerceklestirmek icin yapilan bir ¢aliymada bir yasindaki
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portakal fidanlarina Adana, Mersin, Kozan bélgelerindeki
hastalikla bulagik oldugu bilinen agaglardan alinan 6rneklerin
inokulasyonu sonucunda indikator bitkilerin geng yapraklar:
tizerinde damar bantlagmasi, beneklenme ve mese yaprag:
gorintlisi  simptomlarini  gozlemledigini  bildirmistir.
Yapilan bu ¢aliyjmada da Cukurova Bolgesinde CPsV’nin
geng yaprak simptomlari, kabuk kavlama simptomlari, yash
yaprak simptomlar1 gosteren agaglardan alinan ornekler
ile yapilan biyolojik indeksleme ¢alismalarinda geng
yapraklarda damar bantlagmasi ve mese yapragi goriintiisii
Siddetli kabuk kavlama

simptomu sergileyen agaglardan alinan 6rnekler Pineapple

simptomlar1  gozlemlenmigtir.

indikator bitkilerinde geng yaprak simptomlarmin yan
sira olgun yaprak simptomlar: da gelistirmistir. Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda gen¢ yaprak simptomlarinin PsA ile
ilgili bulunurken olgun yapraklarin arka ytizeyinde gelisen
hafif zamkli yag lekelerinin PsB tarafindan olusturuldugu
bildirilmistir (Fawcett and Bitancourt 1943, Veldzquez
et al. 2012). Yapmis oldugumuz biyolojik indeksleme
¢alismalarinda da benzer sonuglar elde edilmistir. Araziden
alinan ve olgun yaprak simptomlar1 gostermeyen agaglardan
yapilan biyolojik indeksleme sonucunda Pineapple indikator
bitkilerinin yapraklarinda sadece damar bantlagmasi
seklinde gen¢ yaprak simptomlar1 gézlenmistir (Sekil 2b).
Araziden alman ve kabuk simptomlari yaninda olgun
yapraklarda Turunggil kavlama hastaliginin simptomunu
sergileyen agaglardan yapilan indeksleme ¢aligmasi
sonucunda indikator bitkilerde 6nce damar bantlagmasi
seklinde geng yaprak simptomlar1 daha sonra yapraklarin
arka ytizeyinde gelisen zamk belirtileri ve lekelenmeler
gozlenmistir (Sekil 2e). Kabuk kavlama simptomlarinin PsA
ve PsB sendromlariyla ilgili oldugu, ancak PsB sendromunun
bolgemizde yaygin olarak bulunmadigi, hafif siddette
gelisen kabuk kavlamalar1 ve geng yaprak simptomlar: ile
iligkilendirilen PsA sendromunun bélgemizde daha yogun
bulundugu yapilan siirvey ¢alismalar1 ve biyolojik indeksleme

¢aligmalar1 sonucunda belirlenmistir.
CPsV’nin RT-PCR ¢alismalari ile tamlanmast

Yapilan RT-PCR ¢aligmalarinin sonucunda CPV-1/CPV-
2 primer ifti ile ¢ogaltilan 6rneklerde 600 bplik (Sekil
3), BC78/BC79 primer cifti ile ¢ogaltilan 6rneklerde 350
bp (Sekil 4) bant olusumu gozlemlenmistir. Araziden
alman o6rneklerde yukarida verilen baz uzunlugunda bant
olusumlar1 hastalik etmenini tagidig1 kabul edilerek pozitif
olarak degerlendirilmigtir. CPsV’nin farkli turunggil izolatlar1
kullanilarak yapilan RT-PCR ¢aligmalarindan elde edilen jel
gortintiileri agsagida Sekil 3 ve Sekil 4 de yer almaktadir.

Cukurova Bolgesi turunggil bahgelerinden CPsV ile bulagik

oldugu diistiniilen agaglardan alman 6rneklerle farkli primer
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Sekil 3. CPsV’ye ait RT-PCR iiriinlerinin elektroforez
jel goriintiisii, M: Markor (100 bp), 1-2-3-4-5-6: Pozitif
ornekler, K-: Negatif Kontrol, K+: Pozitif Kontrol

Sekil 4. CPsV’ye ait RT-PCR iiriinlerinin elektroforez jel
gorintiisii, M: Markér (100 bp) 1-2-3-4: Pozitif 6rnekler,
K-: Negatif Kontrol, K+: Pozitif Kontrol

giftleri kullanilarak gergeklestirilen RT-PCR ¢aligmalarinda,
toplanan 50 ornegin 35nin CPsV ile bulasik oldugu
belirlenmigtir. Kullanilan primer ciftlerinden CPV-1/CPV-
2 ve BC78/BC79 etmenin rutin tanilamasinda her zaman
bagarili sonuglar vermistir. RT-PCR sonucunda en iyi sonug
veren Ornekler siddetli kabuk kavlamasi ve geng¢ yaprak
simptomu olusturan 6rnekler olmustur. Bu sonug Cukurova
Bolgesindeki tiim iller i¢in gegerlidir. Sadece geng yaprak
simptomu olugturan 6rneklerden alinarak yapilan RT-PCR
calismalari, kabuk kavlamasi simptomu gosteren agaglardan
alian 6rneklerle yapilan RT-PCR ¢aligmalar1 kadar iyi sonug
vermemistir. CPsV konsantrasyonunun kabuk kavlamas:
olusturmayan agaglarda kabuk kavlamasi simptomu gosteren
agaglardan daha az yogunlukta olmasindan kaynaklandigi
distinilmektedir. Barthe et al. (1998) tarafindan CPsV’nin
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kilif protein geni dizisini belirlemek igin yapilan bir
¢alismada Dbiyolojik karakterizasyonu yapilmis, CPV-4
ve CPV-6 izolatlar1 RT-PCR analizinde CPV1 ve CPV2
primer cifti kilif protein geninin 654 ve 1253 niikleotidleri
arasindaki 600 bplik alani ¢ogaltmak icin tasarlanmuigtir.
Arastiricilarin yaptiklar1 RT-PCR galigmalarinda 600 bp
seviyesinde kilif protein bantlarini elde etmislerdir. Barthe et
al. (1998) tarafindan kilif protein gen dizisini belirlemek i¢in
tasarlanan primer ciftinin kullanildig (CPsV-1/ CPsV-2) bu
¢alismada da araziden toplanan ve geng yaprak simptomlar1
ve kabuk kavlamasi simptomlari sergileyen agaglardan alinan
ornekler RT-PCR sonucunda 600 bplik kilif protein geni
elde edilmistir (Sekil 3). RT-PCR ¢aligmalarinda araziden
toplanan 50 Ornek icinde sadece gen¢ yaprak simptomu
sergileyen agaglardan alinan 6rneklerden bir kismi oldukga
zayif bant olustururken, kabuk kavlamasi simptomu geligtiren
agaglardan alinan orneklerin hepsi 600 bp seviyesinde kilif

proteinine ait bant gelisimi gostermistir.

Kitik (2011), Antalya ilinin farkli turunggil iretim
alanlarindan alinan turunggil 6rnekleri ile yapmus olduklar:
bir ¢aligmada kilif protein geni belirlemek i¢in BC76/BC77
primeriftlerinikullanmiglardir. Dahasonraeldeettigitiriinler
ile BC78/BC79 primer iftlerini kullanarak nested-PCR ile
genin 759 ve 1139 niikleotidleri arasindaki bolgeyi tanilamak
i¢in ¢ogaltmiglardir. Yapilan analizler sonucunda 51 6rnegin
45 tanesinde 350 bplik bant elde etmiglerdir. CPsV’nin
belirlenmesinde ~ 6rnekleme zamanina bakilmaksizin
hastaligin etkin bir sekilde tanilandigini bildirmislerdir. Bu
calismada da nested-PCR gergeklestirilmis ve BC78/BC79
primer gifti kullanilmistir. RT-PCR sonucunda 350-400 bp’lik
kilif protein geni elde edilmis (Sekil 4), ¢ogaltilmis ve sekans
analizine gonderilmistir. Caliymada kullanilan geng ve olgun
turunggil yapraklarindan yapilan analizlerde benzer sonuglar
elde edilerek araziden alinan 6rneklerin 35 tanesinde 350 bp

seviyesinde pozitif sonug elde edilmistir.

Nested-PCR sonucunda %2 agaroz jelde elde edilen bantlar
klasik RT-PCR ¢alismalarina oranla daha belirgin bir bant

olusumu sergilemistir (Sekil 4).
Filogenetik analiz ¢calismalari

Bu c¢aliymada, niikleotid dizilim analizleri ve yapilan

filogenetik ¢aligmalar sonucunda diinyada turunggil
yetistirilen bolgelerde olduk¢a yaygin bulunan bir viris
hastalig1 olarak CPsV’nin farkli turunggil tiirlerinden alinan
drneklerin RNA3 bolgesinin (kihf protein geni) Ispanya
izolatlar1 (Gen Bankasi Erisim No:AM235981) ile %96
oraninda benzerlik gosterdigi, Florida izolatlar1 (Gen Bankasi
Erisim No:AF036338) ile %98 oraninda benzerlik gosterdigi
(Sekil 5) belirlenmistir. Bu ¢aliymada ele alinan Cukurova

Bolgesi izolatlarinin da birbiri ile %98’in {izerinde benzerlik
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Antalya CPsV 16-1
Antalya 29-2

KM206785 CPsV-CP Egypt
L. AY194891 CPSV-CP Haly

AN235981.1 Spain CPsV-CP
Adana CPsV CP1
Hatay CPsV-CP
Mersin CPsV CP
AF036338 Florida CPsV-CP

MG673940 China CPsV-CP

Sekil 5. Niikleotid dizilim analizleri ve yapilan filogenetik
caligmalar sonucunda farkli turuncgil tirlerinden alinan
orneklerin kilif protein (RNA3) bolgesinin diinyadaki

farkli izolatlarla karsilastirilmasi

gosterdigi filogenetik analiz sonucunda ortaya konmustur.
Turunggil kavlama hastalig1 ¢ok uzun yillardir bilinmesine
ragmen etmenin molekiiler tanist 2000°li yillardan sonra
gerceklestirilebilmistir. Bu nedenle bu zamana kadar benzer
yaprak simptomlar1 gosteren pek ¢ok hastalik etmeni
psorosis grubu hastaliklar olarak bu gruba eklenmistir.
Ancak molekiiler tan1 yonteminin devreye girmesi ile grup
iginde yer alan ve benzer yaprak simptomlar: sergileyen
hastaliklar bu gruptan ayrilmistir. Giiniimiizde Turunggil
kavlama hastalig1 geng yapraklarda aktif siirgiin doneminde
gelistirdigi damar bantlagmas: simptomlar: ve genellikle as1
birlesme noktasindan baglayarak ilerleyen kabuk kavlamalar1
ile makroskobik olarak teshis edilebilen etmeni CPsV
olarak degerlendirilen bir hastaliktir. Yiirtitiilen bu ¢aliyma
sonucunda Turuncgil kavlama hastaliginin  Cukurova
Bolgesinde yaygin bir hastalik oldugu, ancak kabuk
kavlamas: simptomu olusturan ve yash yapraklar tizerinde
olgun yaprak simptomlar: sergileyen siddetli irklarinin gok
eski yetistiricilik alanlarinda bulundugu belirlenmistir. Yag:
20’nin altindaki geng turunggil bahgelerinde etmenin kabuk
kavlama simptomunu goérmek miimkiin degildir ancak
geng yaprak simptomlarini her yasta taze siirgiinlerde yer
alan yapraklarda gérmek miimkiindiir. Caligma sonucunda
CPsV’nin

molekiiler, biyolojik indeksleme ve arazi simptomlart ile tanist

bolgemiz turun¢gil bahgelerinde bulunan
gerceklestirilmistir. Hala sertifikali fidan yetistiriciligine
gecememis olan bolgemizde, CPsV onemli bir hastalik
etmeni olarak vyetistiricilik alanlarinda yer almaktadur.
Molekiiler tanilamanin sertifikasyon programlarinda ve
saglikli turunggil fidan yetistiriciliginde mutlaka kullanilmasi
gereken bir yontem olarak ele alinmasi ve primer se¢iminde
dikkatli olunmasi gerekmektedir. Rutin tamilamada kilif
protein bolgesinin kullanilmasi hastaligin tanilanmasinda

basarili sonuglar elde edilmesini saglamaktadir.
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OZET

Bu c¢alismada, Cukurova Bolgesinde Turunggil kavlama
hastalig1 etmeni Citrus psorosis virus (CPsV)'nin portakal,
mandarin ve altintop bahgelerinde yayginligi belirlenmis,
bitki
karakterizasyonu yapilmistir. CPsV izolatlarinin arasindaki

alman orneklerinin  biyolojik ve molekiiler
farkliliklar niikleotid dizilimleri analiz edilerek belirlenmistir.
CPsV'nin tanilanmasi ve karakterizasyonu igin 50 farkl
turuncgil agacindan siddetli kabuk kavlama lezyonu ve
geng yapraklarda damar bantlagmasi, mege yapragi deseni
simptomu, yash yaprak simptomlar1 gosteren farkls izolatlar
toplanmistir. Toplanan ornekler RT-PCR ¢aligmalariyla
analiz edilmistir. Kullanilan farkl primer ¢iftleri ile CPsV’nin
kilif protein bolgesi belirlenmistir. Yapilan biyolojik

indeksleme ¢aligmalarinda ise tohumdan vyetistirilen
Pineapple portakal (Citrus sinensis) fidanlarina CPsV’nin
inokulasyonu yapilmis ve enfekteli indikator bitkilerin ilk
gelisen siirgiinlerinde CPsV’nin damar bantlasmas: ve sok
simptomlar1 gozlemlenmistir. Blast analizi ve NCBI gen
bankasindaki CPsV’nin referans genomlarinin kargilik
gelen bolgeleri ile niikleotid dizilimlerinin %98 oraninda

benzerlige sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: turunggil, CPsV, RT-PCR, biyolojik

indeksleme, Tiirkiye
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